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Resumo  
 
A doença da urina do xarope do bordo (DXB) é uma alteração metabólica autossômica 
recessiva resultante da deficiência do complexo α-cetoácido desidrogenase de cadeia 
ramificada; este bloqueio causa o acumulo dos aminoácidos de cadeia ramificada (AACR) 
leucina (Leu), isoleucina (Ileu) e valina (Val), bem como seus correspondentes α-
cetoácidos de cadeia ramificada. Considerando que os pacientes com DXB apresentam 
disfunção neurológica e comprometimento cognitivo o presente estudo teve como objetivo 
determinar a influência dos altos níveis de AACR (Leu, Ileu, Val) na aquisição e retenção 
de memória aversiva em ratos jovens e a influência da administração concomitante de N-
Acetilcisteína (NAC) e deferoxamina (DFX) sobre as alterações comportamentais 
provocadas pelo tratamento com AACR. Nossos resultados demonstraram que animais 
submetidos à administração de AACR apresentaram um déficit tanto na memória de curta, 
como de longa duração quando comparado ao grupo controle, confirmando que ocorre 
prejuízo de memória no grupo DXB. Usando o protocolo SHIRPA demonstramos que os 
animais submetidos à administração do pool de AACR não apresentaram comprometimento 
no estado neuropsiquiátrico, tônus muscular e força e função autônoma. Neste contexto, 
alterações na atividade motora ou emotividade provavelmente não contribuem para o 
comprometimento da memória causado pela administração do pool de AACR. Além disso, 
os efeitos comportamentais apresentados pelos animais submetidos à administração de 
AACR foram impedidos pela coadministração de NAC mais DFX, sugerindo que o déficit 
cognitivo provocado pelos AACR pode ser causado por uma possível associação entre os 
radicais livres / dano oxidativo e o déficit cognitivo na DXB.  
 
Palavras-chaves Doença da urina do xarope do bordo; aminoácidos de cadeia ramificada; 
tratamento antioxidante; comprometimento cognitivo 
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1. Introdução 
  
Doença da urina do xarope do bordo (DXB) é uma doença metabólica 
autossômica recessiva resultante de uma deficiência no complexo α-cetoácido 
desidrogenase de cadeia ramificada (CDCCR) (Chuang and Shih, 2001), este bloqueio 
causa o acúmulo dos aminoácidos de cadeia ramificada (AACR) leucina (Leu), isoleucina 
(Ileu), valina (Val), bem como dos seus correspondentes α-cetoácidos de cadeia ramificada 
(CACR) em tecidos e fluidos corporais. (Chuang and Shih, 2001; Treacy et al. 1992). 
Pacientes com DXB apresentam sintomas como convulsões, cetoacidose, apnéia, 
hipoglicemia, coma, ataxia, retardo psicomotor e mental. Além disso, apresentam 
alterações neuropatológicas, edema cerebral, atrofia dos hemisférios cerebrais e baixa 
densidade da massa branca correspondendo a hipomielinização (Chuang et al. 2001; 
Schönberger et al. 2004; Treacy et al. 1992).  
Embora as sequelas neurológicas estejam presentes na maioria dos pacientes 
com DXB, os mecanismos subjacentes a neurotoxicidade desta doença são pouco 
conhecidos.  Neste contexto, demonstrou-se que os metabólitos acumulados na DXB 
podem causar alterações significativas nas concentrações dos neurotransmissores 
glutamato, aspartato e ácido gama-aminobutírico (GABA) no cérebro (Dodd et al. 1992; 
Prensky and Moser, 1967; Tavares et al. 2000; Yudkoff et al. 1994), e este 
comprometimento pode estar relacionado com a redução da captação cerebral de  
aminoácidos essenciais (Araújo et al. 2001). Do mesmo modo, estes metabólitos afetam o 
metabolismo energético no cérebro de ratos (Danner and Elsas, 1989; Halestrap et al. 1974; 
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Land et al. 1976; Pilla et al. 2003; Yudkoff et al. 1994), e induzem o estresse oxidativo 
(Bridi et al. 2005a, 2005b, 2003; Fontella et al. 2002).  
Portanto, a presente investigação foi realizada para determinar a influência dos altos 
níveis de AACR (Leu, Ileu, Val) na aquisição e retenção da memória aversiva em ratos 
jovens. Para essa finalidade, usamos um modelo quimicamente induzido de DXB. Uma vez 
que observações anteriores sugerem que o estresse oxidativo pode estar envolvido na 
fisiopatologia da disfunção neurológica da DXB (Fontella et al. 2002; Bridi et al. 2005a, 
2005b, 2003), nós também investigamos a influência da administração concomitante da  N-
Acetilcisteína (NAC) e deferoxamina (DFX)  sobre as alterações comportamentais 
provocadas pelo tratamento com AACR, a fim de avaliar se as espécies reativas de 
oxigênio poderiam estar implicadas nessas alterações e se a administração de antioxidantes 
seria capaz de proteger o desempenho de ratos nessa tarefa. 
 
2. Materiais e Métodos 
 
2.1. Animais 
Ratos Wistar foram obtidos através do biotério da Universidade do Extremo Sul 
Catarinense. Eles Foram acondicionados em grupos de cinco, com livre acesso a água e 
comida, em um ciclo claro-escuro de 12h (luzes acessas ás 7:00), a uma temperatura de 23 
± 1oC. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o Instituto 
Nacional para o cuidado e uso de animais de laboratório e da Sociedade Brasileira de 
Neurociências e Comportamento, com a aprovação do comitê de ética da Universidade do 
Extremo Sul Catarinense (protocolo número 60/2010). 
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2.2. Administração aguda do pool de AACR 
Os animais receberam três administrações por via subcutânea (com intervalo de 1 h 
entre as administrações) do pool de AACR (15.8 µL/g de peso corporal) contendo leucina 
190 mmol/L, isoleucina 59 mmol/L e valina 69 mmol/L em solução salina (0.85% NaCl) 
ou salina (grupo controle) O pool de aminoácidos de cadeia ramificada e solução salina 
foram administrados em ratos jovens (30 dias) com n=12 (Bridi et al. 2006).  Uma hora 
após a última administração, os animais foram submetidos a testes comportamentais. 
  
2.3. Administração crônica do pool de AACR e tratamento com antioxidantes 
Os animais foram divididos em três grupos: 1) controle (salina); 2) DXB (induzido 
pelo pool de AACR); 3) DXB tratado com uma combinação de NAC (20 mg/kg) mais DFX 
(20 mg/kg). Os animais receberam duas administrações por via subcutânea (com intervalo 
de 12h entre elas) do pool de AACR (15.8 µL/g de peso corporal) contendo leucina 190 
mmol/L, isoleucina 59 mmol/L e valina 69 mmol/ em solução salina (0.85% NaCl) a partir 
do 7 dia de vida, duas vezes por dia durante 21 dias (ultima injeção no 27° dia) (Bridi et al. 
2006) (n=12). NAC foi administrada por via subcutânea duas vezes ao dia (12h de intervalo 
uma da outra) e DFX uma vez a cada dois dias durante 21 dias (Di-Pietro et al. 2008). 
 
2.4. Teste SHIRPA  
O SHIRPA (SmithKline/Harwell/ImperialCollege/RoyalHospital/Phenotype 
Assessment) foi concebido como uma bateria de múltiplos testes usados para estudos 
longitudinais com diretrizes e materiais padronizados (Rogers et al. 1997). O quadro 
primário de SHIRPA consiste em uma série de observações, reflexos e funções básicas 
6 
 
sensório-motoras que fornece um perfil funcional e comportamental pela observação 
avaliativa do desempenho individual. O protocolo de SHIRPA foi usado para avaliar 
mudanças comportamentais durante o curso da DXB. Para o propósito de análise, os 
parâmetros individuais avaliados pelo SHIRPA foram agrupados em cinco categorias 
funcionais (estado neuropsiquiátrico, comportamento motor, função autonômica, tônus e 
força muscular; reflexo e função sensorial) de acordo com Lackner et al. (2006), 
determinando uma contagem global e cinco domínios de contagem. O reflexo e domínio 
sensorial envolvem o posicionamento visual, reflexo auricular, reflexo corneal, pressão no 
dedo da pata, e reflexo de endireitamento. O estado neuripsiquiátrico envolve atividade 
espontânea, excitação de transferência, escape ao toque, passividade posicional, medo, 
irritabilidade, mordida e vocalização. O comportamento motor envolve atividade 
locomotora, posicão corporal, tremores, maneira de andar, elevação pélvica, elevação da 
cauda, ondulação do tronco, manobra do arame, agarramento dos membros, e geotaxia 
negativa. Função autonômica envolve rítmo respiratório, fechamento da pálpebra, irritação 
cutânea, cor da pele, rítmo cardíaco, lacrimejação e salivação. Envolve tônus muscular e 
força, tônus corporal, tônus dos órgãos, e tônus abdominal. 
 
2.5. Teste de esquiva inibitória  
Condicionamento de esquiva inibitória é um modelo bem estabelecido de memória 
em ratos. O aparelho de esquiva inibitória consiste em uma caixa de acrílico na qual o piso 
é formado por barras paralelas de aço inoxidável (1mm diâmetro), com espaços entre as 
barras de 1cm. Uma plataforma com 7 cm de largura e, 2,5 cm de comprimento foi 
colocada junto a parede esquerda do aparelho. Na sessão de treino, os animais foram 
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colocados sobre a plataforma e com um dispositivo automatizado mediu o tempo que o 
animal levou para descer com as quatro patas da plataforma. Esse tempo é denominado 
latência (Quevedo et al. 1997, 1999; Roesler et al. 2004). Imediatamente após descer da 
plataforma, o animal recebe um choque de 0,6 mA durante 1 segundo. Na sessão de teste, o 
animal foi novamente colocado na plataforma e mediu-se o tempo que ele levou para descer 
(latência), porém não foi administrado choque. A latência é um parâmetro clássico de 
retenção de memória. Os intervalos entre o treino e o teste foram de 1,5 horas para medir 
memória de curta duração (Bevilaqua et al. 2003; Izquierdo et al. 1998). E 24 horas para 
memória de longa duração (Izquierdo et al. 1998; Quevedo et al. 1997, 1999; Roesler et al. 
2004). 
  
2.6. Análises estatísticas  
Testes t pareados foram aplicados quando comparados os grupos expostos a duas 
condições diferentes. Comparações entre os três grupos foram feitas através análise de 
variância de uma via (ANOVA). Quando o valor de F for significativo, foram feitas 
comparações entre os grupos pelo teste de Tukey, os dados são apresentados na forma de 
média ± erro da média padrão. Como as variáveis em análise do teste de esquiva inibitória 
não seguem uma distribuição normal e sua variância não cumpriu o pressuposto de 
homocedasticidade, esses dados foram apresentados usando mediana e intervalo inter-
quartil e foram analisados pelo teste não-paramétrico, Mann-Whitney U. As diferenças 
entre os grupos foram classificadas como significativas com P < 0.05. Todas as análises 
foram realizadas em um computador compatível com IBM PC utilizando o software 
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).  
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3. Resultados 
 
Inicialmente, nós investigamos se a administração aguda e crônica do pool de 
AACR causaria prejuízo comportamental. Figura 1 e 2, respectivamente, ilustram o 
desempenho dos ratos Wistar após a administração aguda e crônica do pool de AACR ou 
salina (grupo de controle) nas cinco categorias funcionais distintas: reflexo e função 
sensorial, estado neuropsiquiátrico, comportamento motor, função autônoma, tônus 
muscular e força. O resultado da soma de todas as categorias funcionais é demonstrado no 
gráfico “Total”. Não houve diferença significativa entre os grupos no reflexo e função 
sensorial, comportamento motor, estado neuropsiquiátrico e tônus muscular, quando 
comparado com o grupo de controle. 
Em seguida, foi investigado se a administração aguda do pool de AACR iria 
induzir mudanças na consolidação de memória aversiva. A figura 3 mostra que não houve 
diferença significativa no tempo de latência entre os grupos durante o treinamento, em ratos 
submetidos à administração aguda do pool de AACR. No entanto, observamos uma 
diferença estatisticamente significativa na memória aversiva de curto e longo prazo, quando 
comparado com o grupo controle. 
Finalmente, investigamos o efeito da administração crônica do pool de AACR e 
a influência da administração concomitantemente de NAC e DFX sobre as mudanças na 
consolidação da memória provocada pela administração de AACR. Nenhuma diferença foi 
demonstrada entre os grupos na sessão de treinamento. Na sessão teste, o tempo de latência 
foi significantemente menor quando comparado com o grupo controle, e esta alteração foi 
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prevenida com o uso de NAC e DFX após a administração crônica do pool de AACR 
(Figura 4). 
 
4. Discussão 
 
Pacientes com DXB geralmente apresentam um grau variável de disfunção 
neurológica cuja fisiopatologia é escassamente conhecida. Contudo, vários estudos 
demonstram ação neurotóxica decorrente do acúmulo de AACR em diferentes parâmetros 
bioquímicos (Branco et al. 2000; Funchal et al., 2002, 2004a, 2004b; Pessoa-Pureur et al. 
2002; Sgaravatti et al. 2003). Além disso, esses metabólitos competem com glutamato pela 
glutamato descarboxilase (Tashian, 1961), induzem o estresse oxidativo e a apoptose (Bridi 
et al. 2005a, 2005b; Fontella et al. 2002; Jouvet et al. 2000). No presente estudo nós 
avaliamos os efeitos dos metabólitos acumulando na DXB no cérebro de ratos em 
desenvolvimento (7-28 dias de vida, um grande período de proliferação celular e 
sinaptogênese em várias estruturas cerebrais envolvidas no aprendizado/memória), através 
de um modelo quimicamente induzido. 
Nossos resultados mostraram que a exposição aguda ao pool de AACR produz 
prejuízo na memoria aversiva de curta e longa duração através do treinamento na esquiva 
inibitória. Além disso, a administração crônica do pool de AACR também altera a retenção 
em longo prazo independentemente da aquisição de memória. Utilizando o protocolo 
SHIRPA o qual determina diversas funções do sistema nervoso central, nós demonstramos 
que os animais submetidos à administração aguda e crônica do pool de AACR não 
apresentaram prejuízos no estado neuropsiquiátrico, tônus muscular e força, e na função 
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autônoma. Neste contexto, alterações da atividade motora ou emocional provavelmente não 
contribuíram para o prejuízo da memória causado pela administração do pool de AACR. 
Apesar do exato mecanismo através do qual os AACR alteram a memória em 
ratos ainda ser desconhecido, evidências da literatura mostraram que o estresse oxidativo 
está associado com o déficit de memória (Bickford et al. 1999; da Silva et al. 2004; Serrano 
e Klann, 2004), e que a administração dos agentes antioxidantes são alternativas para 
melhorar tais déficits (Carney et al. 1991; Carrillo et al. 1993; Kontush, 2001; Knoll et al. 
1994; Markesbery, 1997; Small, 1998). Vários estudos evidenciam que um possível 
mecanismo para o prejuízo, idade-dependente, na potenciação de longo prazo (LTP) através 
da IL-1β e ERO envolve o aumento da c-Jun N-terminal quinase (JNK) e proteínas 
quinases p38 ativada por mitógeno, e a diminuição no ERK resultante na inibição de 
liberação de glutamato (Kelly et al. 2001, 2003; Lynch, 1998; Martin et al. 2002; McGahon 
et al. 1999; O’Donnell et al. 2000; Vereker et al. 2000, 2001). Neste contexto, considerando 
que os metabólitos acumulados na DXB induzem o estresse oxidativo (Bridi et al. 2005a, 
2005b; Fontella et al. 2002), nós também investigamos se a geração de radicais livres 
poderia estar envolvida com o prejuízo de memória causado pelos AACR no teste de 
esquiva inibitória. Corroborando esta hipótese, o mesmo protocolo de tratamento 
antioxidante impediu o déficit de memória, e este efeito positivo da terapia antioxidante 
poderia ser atribuído à troca do pool de antioxidante, o qual evita a geração de radical 
hidroxila - com o DFX, um quelante de ferro - e redução de ROS - com a ação de NAC 
(Ritter et al. 2004). 
Esses resultados sugerem que durante as crises de descompensação metabólica, 
como observado em pacientes com DXB não tratados, quando o cérebro é exposto às altas 
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concentrações de AACR (a concentrações millimolares) e metabólitos cognatos, vários 
mecanismos destrutivos podem ser acionados. Mais importante, os efeitos comportamentais 
mostrados pelos animais tratados com AACR na tarefa de memória aversiva foram 
impedidos pela co-administração de NAC e DFX, um sequestrador de radical livre, 
sugerindo que o prejuízo na cognição provocado pelos AACR pode ser causado pelo dano 
oxidativo no cérebro e pela possibilidade de associação entre os radicais livres/dano 
oxidativo e o prejuízo cognitivo em DXB. Tomadas em conjunto todas estas observações, 
nós levantamos a hipótese de que o estresse oxidativo deve ser considerado como um 
importante mecanismo fisiopatológico de danos teciduais subjacentes em pacientes com 
DXB. 
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Figuras 
 
 
Figura 1: Comprometimento comportamental após a administração aguda de 
AACR. Comprometimento comportamental foi medido em cinco diferentes categorias funcionais: 
função de reflexo e sensorial, estado neuropsiquiátrico,  comportamento motor, função autônoma, tônus 
muscular e força usando o protocolo SHIRPA. A soma das pontuações de todas as categorias funcionais foi 
mostrada como uma pontuação ''total''  (inferior direito). Os dados são expressos como média ± SEM, n = 
12 animais por grupo. 
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Figura 2: Comprometimento comportamental após a administração crônica de 
AACR. Comprometimento comportamental foi medido em cinco diferentes categorias funcionais: função 
de reflexo e sensorial, estado neuropsiquiátrico, comportamento motor, função autônoma, tônus muscular e 
força usando o protocolo SHIRPA. A soma das pontuações de todas as categorias funcionais foi mostrada 
como um ''total'' (inferior direito). Os dados são expressos como média ± SEM, n = 12 animais por grupo.  
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Figura 3: Efeito da administração aguda de AACR na memória de curta duração- (1.5 
h após treino) e longa duração (24 h após treino) durante a tarefa de esquiva 
inibitória. Os dados são apresentados como mediana e intervalo inter-quartil, n = 12  
animais por grupo. *p<0.05 em comparação com o treinamento. # p<0.05 em comparação 
com o grupo controle.  
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Figura 4: Efeito da administração crônica de AACR em memória de longo prazo (24 h 
após o treino) durante a tarefa de esquiva inibitória. Os dados são apresentados como 
mediana e intervalos inter-quartil,  n = 12 animais por grupo. * p <0,05 em comparação 
com o treinamento. # P <0,05 em comparação com o grupo controle. 
 
  
